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RESUMO 
 
Aloe barbadensis, uma espécie originária do continente africano adaptada no Brasil, 
possui diversas propriedades medicinais determinadas por metabólitos 
encontrados nos extratos dos parênquimas de reserva e clorofiliano. Este último é 
rico em antraquinonas, sendo constituído majoritariamente de aloína. No presente 
trabalho, foram estudados os efeitos do extrato do parênquima clorofilano (EPC) e 
da aloína sobre a viabilidade de células tumorais da linhagem B16F10 in vitro e a 
formação de vasos sangüíneos de embriões de Gallus domesticus in vivo. Na análise 
in vitro, células incubadas a 37ºC em atmosfera contendo 5% de CO2, foram 
tratadas em diferentes concentrações de aloína e de EPC. Tanto a aloína (0,01 a 230 
µg·mL-1) como o EPC (0,01 a 100 µg·mL-1) reduziram a viabilidade das células 
tumorais. Os dados experimentais foram representados através de um modelo 
matemático, evidenciando que o EPC mostrou-se 2,3 vezes mais citotóxico para as 
células tumorais do que a aloína. Ao contrário do verificado sobre a atividade 
antitumoral, a aloína (10 a 320 µg·mL-1) e o EPC (10 a 320 µg·mL-1) estimularam de 
modo dose-dependente a vasculo/angiogênese na membrana vitelínica (MV) em 
154 e 177% e a angiogênese na membrana corioalantóica (MC) em até 131 e 164%, 
respectivamente. Verificou-se ainda que o efeito da aloína e do EPC superaram o 
efeito do fator angiogênico FGFb na formação de vasos primordiais na MV (135%), 
sendo que para a angiogênese, na MC, apenas o EPC foi mais efetivo que o FGFb 
(164% versus 158%). Os tratamentos não modificaram o padrão de crescimento e a 
morfogênese dos embriões, com base nas medidas de comprimento total e 
percentual de comprimento cefálico de embriões com quatro dias de 
desenvolvimento. Os resultados demonstram que a aloína e o EPC exerceram 
efeito citotóxico especificamente nas células tumorais, mas promoveram atividade 
pró-vasculogênica e pró-angiogênica, superior a do fator angiogênico FGFb, sem 
qualquer evidência de embriotoxicidade. Com base nos resultados é possível 
concluir que o EPC e a substância isolada, sob estudo, mostraram 
concomitantemente um potencial efeito antitumoral e uma atividade estimulante 
em processos fisiológicos como a vascularização de tecidos normais. 
 
Palavras-chave: Aloe barbadensis, aloína, extrato do parênquima clorofiliano (EPC), 
células de melanoma B16F10, vasculogênese e angiogênese, FGFb. 
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ABSTRACT 
 
Aloe barbadensis, an originary plant species of African continent well adapted in 
Brazil, possesses many medicinal properties due to presence of the metabolites 
found in the extracts of the reserve and chlorophyll parenchymas. This last extract 
is rich in anthraquinones, such as aloin. In the current work, it were studied the 
effects of the chlorophyll parenchyma extract (CPE) and aloin on viability of 
melanoma cells of the B16F10 lineage in vitro as welll as in the formation of blood 
vessels of chick embryos in vivo. In the in vitro analysis, cells were incubated at 
37.5 ºC in atmosphere with 5% de CO2 and treated with different concentrations of 
aloin and CPE. Aloin (0.01 to 230 µg·mL-1) and CPE (0.01 to 100 µg·mL-1) 
decreased the tumor cell viability as compared to control (vehicle). These 
experimental data were depicted by means of a mathematical model, evidencing 
that CPE is a 2.3 times more citotoxic to tumoral cells than aloin. Differently from 
the recorded to tumor cells, aloin (10 to 320 µg·mL-1) and CPE (10 to 320 µg·mL-1) 
promoted in a dose-dependent way the vasculo/angiogenesis in the vitelline 
membrane (VM) of the yolk sack  by 154 and 177% and the angiogenesis in the 
chorioallantoic membrane (CAM) by 131 and 164% respectively. Besides, the 
effects of treatment with aloin and CPE were more pronunciated than the effect of 
the well known angiogenic factor bFGF (positive control), in the primordial 
vessels in VM (135%), and in the angiogenesis, only CPE was more effective than 
the bFGF (164% versus 158%). The treatments did not modified the embrionic 
pattern of growth and morphogenesis, related to total body length as well 
percentage cephalic length of 4-day embryos. The findings demonstrate that aloin 
and CPE exert a citotoxic effect in tumor cells whereas have promoted pro-
vasculo/angiogenic activities, in a higher level as compared to bFGF, without any 
evidence of embriotoxicity. Taken in whole, those findings show that CPE and the 
isolated substance – aloin yield concomitantly a potential antitumoral effec and a 
stimulant activity in physiological processes, such as the embryonic vessel 
formation under study. 
  
Keywords: Aloe barbadensis, aloin, chlorophyll parenchyma extract, murine 
melanoma cell line B16F10, vasculogenesis and angiogenesis, bFGF. 
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Capítulo 1 
Introdução 
 
Plantas medicinais têm sido tradicionalmente utilizadas por populações de 
todos os continentes no controle de diversas doenças. Evidências históricas 
indicam a origem africana da Aloe vera, havendo registros de espécies cultivadas 
no Egito há milhares de anos, assim como sua utilização como medicamento, pelos 
povos do Mediterrâneo que remontam ao ano de 400 a.C. (Araújo et al., 2000). 
Existe um crescente interesse comercial relacionado ao uso da A. vera, tanto no 
setor cosmético como farmacêutico, isso se deve ao alto grau de confiança que 
diversos segmentos da população depositam em seus efeitos terapêuticos (Chow 
et al., 2005).  
Existem no mínimo 250 espécies de A. vera conhecidas (família Liliaceae) 
(Kawai et al., 1993), mas somente três ou quatro dessas apresentam propriedades 
medicinais, sendo a Aloe barbadensis a de maior interesse terapêutico e nutricional 
(Araújo et al., 2000). Estudos têm demonstrado a utilização da A. barbadensis, 
popularmente denominada babosa, como fonte de compostos com atividades 
farmacológicas, tais como as antraquinonas presentes no extrato do parênquima 
clorofiliano (EPC), onde a aloína se encontra como constituinte majoritário (Chow 
et al., 2005). 
 Um dos aspectos que sucita maior interesse é a possibilidade de que os 
compostos presentes no extrato do parênquima clorofiliano (EPC) possam atuar 
como agentes antitumorais. Além disso, diversos tipos de tumores, geralmente, 
não crescem mais do que uns poucos milímetros, a menos que o desenvolvimento 
de um suprimento de vasos sangüíneos seja induzido, de modo a invadir e 
subsidisiar o desenvolvimento da massa tumoral (Kandel et al., 1991; Carmeliet e 
Jain, 2000; Bergers e Benjamin, 2003). Para disseminar no organismo, colonizando 
diferentes órgãos (metastização), as células tumorais inicialmente acessam o 
sistema linfático, ou arterial, podendo então extravasar e invadir o tecido 
conjuntivo. A formação de vasos sangüíneos pode ocorrer por diferentes processos 
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que incluem a vasculogênese e a angiogênese. O primeiro, consiste na formação de 
vasos sangüíneos a partir de células progenitoras endoteliais que proliferam, 
migram e diferenciam-se, estruturando os vasos sangüíneos primordiais.  A 
angiogênese, por outro lado, é um processo subseqüente, que ocorre a partir dos 
vasos pré-existentes formados na vasculogênese, os quais proliferam para 
viabilizar o crescimento do corpo e a ramificação de novos capilares (Risau et al., 
1988; Folkman, 1995). Quando alterados, os processos de formação de vasos 
sangüíneos tornam-se críticos para o crescimento de tumores sólidos e a formação 
de metástases (Folkman e Klagsbrun, 1987). 
No contexto da investigação pré-clinica, ensaios in vitro e in vivo vêm sendo 
utilizados com o objetivo de avaliar os respectivos efeitos de substâncias bioativas, 
extraídas de espécies vegetais, tanto sobre patogenias, como os tumores, como em 
células ou tecidos sadios, em processos fisiológicos, a exemplo da vascularização 
embrionária. 
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Capítulo 2 
Fundamentação Teórica 
 
2.1 Aloe vera 
A Aloe vera se distingue de outras plantas por manter sua popularidade 
como planta medicinal durante um longo período de tempo (Grindlay e Reynolds, 
1986). A Aloe vera têm sido utilizada terapeuticamente desde o período de 
dominação romana (Reynolds e Dweck, 1999; Turner et al., 2004). Existem no 
mínimo 250 espécies de Aloe conhecidas (Kawai et al., 1993), mas somente três ou 
quatro dessas apresentam propriedades medicinais, sendo a Aloe barbadensis a de 
maior interesse terapêutico e nutricional (Araújo et al., 2000). 
 Aloe barbadensis é uma planta pertencente à família das Liliaceas, 
popularmente conhecida como babosa (Grindlay e Reynolds, 1986). As folhas da 
A. barbadensis são esverdeadas, côncavas na parte superior e convexas na inferior; 
possui espinhos triangulares curtos e espaçados, e as folhas são carnosas e 
manchadas (Grindlay e Reynolds, 1986).  
A planta é separada em dois produtos básicos: gel e látex, como mostrado 
na Figura 1, (Lulinski e Serwatowski, 2003). O gel da babosa é a polpa da folha ou 
mucilagem, uma substância clara e pouco consistente, semelhante a uma geléia, 
obtida do tecido parênquimal que compõe a porção interna da folha (Tyler, 1993). 
O extrato do parênquima clorofiliano (EPC) da Aloe barbadensis é um líquido de 
consistência leitosa, coloração amarelo-ocre, sabor amargo e aroma rançoso, sendo 
produzido por células excretoras do mesófilo, localizado logo abaixo da epiderme 
das folhas (Leung, 1977). 
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Figura 1. A folha da Aloe vera é dividida em extrato do parênquima de reserva 
(EPR) ou gel e extrato do parênquima clorofiliano (EPC) ou látex. 
 
 
O extrato do parênquima clorofiliano (EPC) extraído das folhas possui cerca 
de 80 constituintes, muitos deles ainda não identificados. Os principais 
metabólicos secundários descritos e identificados da Aloe barbadensis são os 
compostos fenólicos do tipo antronas, cromonas e fenil-pirronas (Carrasco et al., 
2000). Dentre os derivados, as antraquinonas são as mais estáveis sendo que a 
maioria das antronas é relativamente oxidada a antraquinonas (Falkenberg et al., 
2004). O extrato do parênquima clorofilano (EPC) é rico em glicosídeos das 
antraquinonas aloína A e B, que compõem cerca de 10 a 30% dos componentes. A 
aloína, uma molécula de estrutura planar, solúvel em água, é o principal 
componente fisiologicamente ativo isolado inicialmente da Aloe barbadensis  
(Grindlay e Reynolds, 1986; Odes e Madar, 1991). A aloína é sensível à luz, ao pH 
e à temperatura, podendo ser oxidada à aloe emodina. A espécie Aloe barbadensis 
contém de 16 a 63% de material resinoso e óleo volátil (Leung, 1977).  
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Quimicamente, a estrutura da aloína, mostrada na Figura 2, foi definida 
como sendo constituída de C-glicosídeos de antraquinonas. A aloína é uma 
antrona C-glicosilada, que é uma mistura de dois diasterisômeros: aloína A 
(configuração C10 ,C1: S,S) e aloína B (configuração C10, C1: R, S) (Haynes, 1960). A 
aloína possui propriedades laxantes, purgativas e antiinflamatórias (Leung, 1977).  
 
 
Nome popular: Aloína ou barbaloína 
Fórmula estrutural: C21H22O9 
 
Nomenclatura IUPAC:  
1,8-di-hidroxi-3-(hidroximetil)-10-[3,4,5-trihidroxi-6-
(hidroximetil) oxan-2-il]-10H-antracen-9-ona. 
 
Massa molar = 418,394 g/mol 
 
Figura 2. Estrutura química da aloína  
(Fonte: Projeto PubChem, http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov). 
 
 
Os demais componentes do extrato do parênquima clorofiliano (EPC) são a 
aloesina, aloeresina, barbaloína, aloe-emodina, homonataloína, nataloe-emodina e 
aloinosídeo (Zonta et al., 1995; Koch, 1996; Alves et al., 2004). Okamura e 
colaboradores (1996) isolaram do extrato do parênquima clorofiliano de Aloe 
barbadensis novas cromonas: 8-C-glucosil-7-O-metil-(S)-aloesol, isoaloerisina D e 
aloeresina. No mesmo ano, Koch (1996), isolou das raízes da planta uma nova 
antrona denominada aloe barbendol, ao mesmo tempo em que outros três 
compostos derivados do extrato do parênquima clorofiliano foram encontrados: 
emodina, aloe crisona e barbaloína. Além dos componentes anteriormente 
mencionados, compostos de baixo peso molecular, tais como dietilhexilftalato, 
vitaminas A, C, D, do complexo B, saponinas, ácido salicílico, esteróides e enzimas 
também estão presentes na planta (Moon et al., 1999; Araújo et al., 2000; Choi e 
Chung, 2003). 
Farmacologicamente, a aloína é um componente com efeito catártico 
(laxante), encontrado no extrato da Aloe barbadensis (Mapp e Mccarthy, 1970) e 
outras espécies. Os chineses têm utilizado há milênios a Aloe barbadensis no 
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tratamento da constipação intestinal (Chung, Cheong, Lee et al., 1996; Tian e Hua, 
2005) e como tônico fortificante do estômago (Chung, Cheong, Park et al., 1996).  
Ao longo da última década tem sido descrita a atividade farmacológica de 
uma diversidade de princípios ativos, provenientes de fontes naturais (Calixto e 
Cabrini, 1997). As antraquinonas têm sido freqüentemente utilizadas na medicina 
como agente antipsoríase (Sydiskis et al., 1991). Derivados antraquinônicos 
também mostraram inibição de várias viroses in vitro, incluindo herpes simples do 
tipo 1 e 2, varicela-zoster e influenza (Sydiskis et al., 1991). Além disso, segundo 
este último autor, atualmente muitos compostos originários da Aloe barbadensis 
vêm sendo testados na cura de doenças como asma, isquemia, hipertensão, 
psoríase, artrite rematóide e vários tipos de câncer. Seu modo de ação não é 
exatamente conhecido, ainda que muitas moléculas e tipos celulares tenham sido 
identificados como potenciais alvos dessas antraquinonas.  
Algumas propriedades terapêuticas importantes, comuns aos extratos e 
compostos isolados da Aloe barbadensis, particularmente as atividades 
antiinflamatória e antitumoral sugerem, por hipótese, que alguns desses princípios 
ativos sejam também moduladores eficazes da formação de vasos sanguíneos. 
2.2 Aspectos relativos à patogenia de melanoma 
Câncer (do grego karkinos – caranguejo) é um termo que descreve um 
conjunto de mais de uma centena de doenças, que apresentam em comum a 
proliferação desordenada e a incapacidade de diferenciação celular normal. A 
progressão tumoral é o processo pelo qual as células adquirem características de 
malignidade, como crescimento progressivo, invasão e formação de metástases 
(Nowell, 1986). 
O melanoma é um tumor maligno com grande propensão à formação de 
metástases, sendo bastante resistente às terapias antitumorais atualmente 
utilizadas. Esse tipo de câncer é predominante em adultos jovens e está 
relacionado à exposição às radiações, com aumento de sua freqüência em função 
dos raios solares (Ferrier et al., 1998). Embora só represente 4% dos cânceres de 
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pele, o melanoma é considerado o mais virulento em razão da acentuada 
invasibilidade e capacidade metastática.  
No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Câncer (INCA), em 2002 
foram registrados 3.050 casos de melanoma, dos quais 1.085 evoluíram para o 
óbito. Como resultado da transformação de melanócitos e do desenvolvimento do 
processo tumoral, as células de melanoma da epiderme atravessam a membrana 
basal, invadem a derme e formam pequenos agregados celulares. Quando esses 
micronódulos de células tumorais crescem em espessura, o melanoma pode 
invadir vasos linfáticos e sangüíneos, originando metástases em diversas regiões, 
sendo primariamente localizadas em linfonodos e em seguida, mais 
freqüentemente, nos pulmões e no cérebro (Ferrier et al., 1998). 
Tumores crescem e desenvolvem metástases por meio da formação de 
vasos sangüíneos (neoangiogênese). Um banco de dados desenvolvido nas últimas 
três décadas documenta que as investigações sobre os mecanismos envolvidos na 
angiogênese patológica converteram-se em uma abordagem potencialmente 
importante na terapia do câncer (Fidler, 1973; Hanahan e Folkman, 1996; Calixto e 
Cabrini, 1997). A busca por diretrizes voltadas ao aprimoramento de terapias não 
convencionais passa pelo entendimento das diferenças em relação aos mecanismos 
de angiogênese fisiológica e tumoral (Reddy et al., 2003). No entanto, as drogas ao 
atingirem a massa tumoral podem atuar diretamente sobre as células tumorais ou 
ainda, poderiam atuar indiretamente modulando, por exemplo, a vascularização, 
uma estrutura essencial para a sobrevivência da massa tumoral. 
 
2.3 Modelos experimentais in vitro 
Produtos naturais têm iniciado uma etapa altamente significativa na 
descoberta de novos fármacos para a cura do câncer, sendo que modelos de 
cultura celular tornam-se essenciais na investigação da citotoxicidade desses 
produtos (Kametani et al., 2007). As células de melanoma da linhagem B16F10 são 
citadas como referência para testes de citotoxidade de produtos com suposta 
atividade no tratamento do câncer (Sa-Rocha et al., 2006). B16F10 é uma linhagem 
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obtida de metástases pulmonares de melanoma isolada de camundongos da 
linhagem black C57BL/6 (Sa-Rocha et al., 2006).   
A viabilidade celular está relacionada à função mitocondrial da célula, 
podendo ser avaliada por diferentes métodos descritos na literatura (Mosmann, 
1983; Carmichael et al., 1987). Uma das alternativas é uma técnica fotocolorimétrica 
utilizando-se o MTT. O MTT é um sal de tetrazólio que reduzido a um derivado 
formazan de cor azulada, devido à atividade oxidativa, indica a existência de 
função mitocondrial e, por conseguinte, a viabilidade da célula (Mosmann, 1983; 
Carmichael et al., 1987).  
As atividades biológicas estudadas em sistemas-modelo podem ser 
acompanhadas de processos de modelagem matemático-computacional. Esses 
modelos aprimoram a compreensão sobre os mecanismos farmacológicos 
envolvidos.  
 
2.4 Vascularização relacionada ao desenvolvimento de tumores 
Para disseminar e colonizar novos órgãos, as células tumorais acessam o 
sistema linfático, ou arterial, podendo então extravasar e invadir o tecido 
conjuntivo. Estes eventos envolvem os mecanismos de adesão, espraiamento e 
migração celular (Aplin et al., 1998). O papel da angiogênese na biologia do câncer 
foi descrito inicialmente por Folkman (1971), que postulou e descreveu o 
fenômeno da dormência do tumor, na ausência de vascularização. Quando 
descontrolado, o processo de angiogênese torna-se crítico para o crescimento de 
tumores sólidos e formação de metástases. Um tumor, geralmente, não pode 
crescer mais do que uns poucos milímetros, a menos que o desenvolvimento de 
um novo suprimento de vasos sangüíneos seja induzido, de modo a invadir e 
vascularizar a massa tumoral (Kandel et al., 1991; Carmeliet e Jain, 2000; Bergers e 
Benjamin, 2003). A angiogênese fisiopatológica (neovascularização) também é 
característica em diversas doenças desprovidas de malignidade, mas que 
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implicam em algum nível de incapacitação do paciente, incluindo a artrite 
reumatóide, a endometriose, a psoríase e retinopatias proliferativas (Folkman e 
Klagsbrun, 1987; Folkman, 1995; Jones et al., 2001). 
Além disso, a virtual possibilidade apresentada por alguns tumores 
malignos de crescerem e formarem metástases resulta de sua capacidade de 
produzirem substâncias que induzam a neoangiogênese. Este evento, constitui 
uma etapa adicional às modificações genéticas e epigenéticas que ocorrem durante 
a transformação de uma célula normal em tumoral (Nguyen et al., 1994; Hanahan e 
Folkman, 1996; Koch, 1998; Carmeliet e Jain, 2000). Portanto, propriedades 
biológicas de vasos que são relevantes na embriogênese também o são para o 
crescimento de tumores (Folkman, 1995; Hendrix et al., 2003). Embora uma 
pequena percentagem de células indiferenciadas – células precursoras endoteliais 
– possa ser incorporada aos vasos do tumor a maior parte da neovascularização de 
tumores parece ocorrer via angiogênese (Hendrix et al., 2003).  
Na angiogênese fisiológica, novos vasos sofrem maturação rápida e se 
tornam estáveis, enquanto nos tumores —descritos como ferimentos que jamais 
cicatrizam (Dvorak, 1986)— o crescimento de vasos sangüíneos é mantido 
constante, sem alcançarem a estabilidade. Geralmente células tumorais 
apresentam fluxo sangüíneo lento e oscilante, apresentando extravasamento de 
proteínas plasmáticas. Inúmeras linhagens de células tumorais expressam diversos 
fatores angiogênicos, a exemplo do FGFb, o qual pode vir a ser super expresso e 
secretado de forma seletiva (Gagliardi e Collins, 1993; Bergers et al., 1998; 
Mundhenke et al., 2002). Processos de vasculogênese e angiogênese são 
importantes na estruturação de tecidos vascularizados e podem ser induzidos ou 
bloqueados por substâncias bioativas extraídas de espécies vegetais.  
2.5 Processos de formação de vasos sangüíneos 
O sistema cardiovascular é um dos primeiros sistemas a iniciar o 
desenvolvimento, estabelecendo-se durante o período embrionário a partir da 
camada germinativa intermediária do embrião – o mesoderma – através de 
processos que envolvem interações entre diferentes linhagens celulares  (Gilbert et 
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al., 2000; Jones et al., 2001). Esse sistema compõe-se do coração, vasos sangüíneos 
(artérias, veias e capilares) e vasos linfáticos. Vasos sangüíneos são estruturas 
constituídas basicamente de uma monocamada de células endoteliais, as quais se 
interconectam para formar tubos que viabilizam o fluxo do sangue e a perfusão 
tecidual no organismo (Tobelem, 1990; Sweeney et al., 1998). A formação de vasos 
sangüíneos pode ocorrer a partir de diferentes processos, como a vasculogênese e 
a angiogênese, nos quais estão envolvidos mecanismos celulares, como a 
proliferação, a migração e a diferenciação (Risau, 1997; Bouis et al., 2006). 
A vasculogênese é um processo definido como o desenvolvimento de vasos 
sangüíneos a partir da proliferação in situ de células mesodérmicas progenitoras 
de células endoteliais (angioblastos e hemangioblastos) (Risau et al., 1988). Estas 
células precursoras são recrutadas de áreas de mesoderma adjacentes ao embrião 
e/ou originadas por divisão celular local, organizando ilhotas sangüíneas e 
estabelecendo um plexo vascular primordial (Ruiter et al., 1992). 
Subseqüentemente, através da angiogênese, a rede de vasos primários sofre 
uma remodelagem, combinando eventos de morte e regressão vascular com a 
sobrevivência e ramificação de capilares a partir de vasos pré-existentes, os quais 
proliferam para viabilizar o crescimento do corpo (Folkman, 1971). No embrião, os 
dois processos de formação de vasos coexistem; por exemplo, o desenvolvimento 
do coração e dos grandes vasos ocorre por vasculogênese, enquanto órgãos que 
requerem invasão de vasos sangüíneos para o desenvolvimento (cérebro, pulmões 
e fígado) são supridos por angiogênese (Risau et al., 1988). A formação de vasos 
sangüíneos é mantida sob rígido controle no organismo do adulto, assim, a 
angiogênese é usualmente desprezível após ter sido alcançada essa fase da vida 
(Folkman, 1971; Folkman e Shing, 1992). Porém, esse processo ainda continua 
desempenhando no adulto um papel fundamental em inúmeros processos 
fisiológicos, por exemplo, no ciclo reprodutivo feminino e na cicatrização 
(Folkman e Klagsbrun, 1987; Bergers e Benjamin, 2003).  
Por outro lado, erros na regulação da angiogênese levam ao crescimento 
descontrolado de vasos, o que é crítico em diversas patologias, como a artrite 
reumatóide e alguns tipos de câncer (Folkman e Klagsbrun, 1987; Koch, 1998). A 
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manutenção do sistema vascular é baseada na coexistência de sinais angiogênicos 
(ativadores) e angiostáticos (inibidores) em um equilíbrio dinâmico de 
concentrações estritamente controladas (D'amore e Thompson, 1987), mas que 
pode ser rapidamente estimulado ou inibido (Hanahan e Folkman, 1996). Devido à 
complexidade na regulação de suas funções, a célula endotelial poderia ser 
comparada a uma “megalópole” de mediadores e receptores de sinais anti e pró-
angiogênicos (Jones et al., 2001). 
O processo de angiogênese é regulado por fatores ativadores angiogênicos, 
como o FGFb (fibroblast growth factor-basic) e VEGFs (vascular endothelial growth 
factor) (Fachinger et al., 1999; Yancopoulos et al., 2000a). A despeito de ser uma 
molécula inespecífica em relação ao endotélio, o FGFb (18 kDa) é capaz de induzir 
a angiogênese in vivo.  
 Esses fatores exercem atividade sobre as células endoteliais, levando, por 
exemplo, à ativação de enzimas denominadas metaloproteinases de matriz 
(MMPs) e de ativadores plasminógenos, sendo fundamentais no mecanismo de 
migração celular, no processo de tubulogênese (Soeda et al., 1992; Soeda et al., 
1997; Fachinger et al., 1999; Yancopoulos et al., 2000b).  
Cornelius e colaboradores (1995) demonstraram, com base em vários 
estudos, que a indução das metaloproteinases de matriz (MMPs) está vinculada ao 
bloqueio de seus inibidores teciduais - TIMPs (tissue inhibitors of metaloproteinases) e 
que a redução na sua expressão desencadeia a atividade proteolítica na matriz 
extracelular. Isto permite que nos estágios iniciais da angiogênese, as células 
endoteliais migrem de forma eficiente através do tecido conjuntivo, enquanto que 
no estágio final, em que há a formação de vasos funcionais, ocorrem deposição e 
estabilização da matriz extracelular endotelial, acompanhada de uma redução na 
expressão das metaloproteinases de matriz, concomitante com a indução dos 
respectivos TIMPs. 
Evidências mostram que a angiogênese depende fundamentalmente de 
eventos de adesão entre as células endoteliais (Ingber et al., 1990), e envolve a 
participação de moléculas como caderinas, integrinas e selectinas (Wagener e 
Ergun, 2000). As caderinas vasculares endoteliais são mediadas por interações 
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dependentes de cálcio e estão conectadas a um conjunto de proteínas ligadas ao 
citoesqueleto (Horwitz, 1997). Desequilíbrios nos canais de Ca2+ demandam 
alterações metabólicas nas células e podem resultar em indução da angiogênese 
em diferentes tecidos (Agocha et al., 1997).  
Assim, a estabilidade dos vasos sangüíneos está normalmente condicionada 
à presença de fatores angiogênicos e é complementada com a organização de uma 
lâmina basal e com o restabelecimento dos contatos entre as células endoteliais e a 
matriz extracelular recém reconstituída (Lockshin e Zakeri, 2001). 
 
2.5 Modelos experimentais in vivo 
 
As estratégias clássicas in vivo incluem injeções nas membranas de ovos de 
galinha doméstica (Gallus domesticus), entre as quais a câmara de ar da casca ou na 
membrana vitelínica (Oppenheim et al., 1973; Sneddon et al., 1998) e o ensaio da 
membrana corioalantóica (CAM-assay) do embrião desta espécie.  
No ensaio da membrana corioalantóica, as substâncias em estudo são 
geralmente adsorvidas em suportes de colágeno, metilcelulose, poliestireno, etc 
(Oppenheim et al., 1973; Gagliardi et al., 1993; Dordunoo et al., 1995; Iruela-Arispe 
et al., 1995; Shibley e Pennington, 1998). No âmbito dos estudos de vascularização 
através dos ensaios da membrana vitelínica (MV) e da membrana corioalantóica 
(MC), a utilização de ovos de galinha fertilizados traz algumas vantagens aos 
laboratórios. A rotina de incubação em estufas é simples, econômica e oferece a 
possibilidade de manipulação de um número racional de unidades amostrais 
(Schoenwolf, 1994). 
A fisiologia, a genética e a embriologia da galinha, espécie Gallus domesticus, 
está extensamente documentada. Cada embrião desenvolve-se em um ambiente 
próprio, livre de influência materna ou placentária, e o acesso aos vasos 
sangüíneos e ao embrião é facilitado, podendo os tratamentos ser realizados 
precocemente, com menos de 20 horas de incubação (Moury e Schoenwolf, 1995). 
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2.6 Vascularização e morfogênese  
 
Há diversas evidências que estabelecem relações funcionais entre princípios 
moduladores da formação de vasos sangüíneos e indutores endógenos da forma 
do corpo do embrião (Aybar e Mayor, 2002; Princivalle e De Agostini, 2002). No 
embrião de galinha, os primórdios da topografia e os diversos sistemas 
estabelecem-se rapidamente (em menos de 96 horas de incubação), provendo 
também uma base razoável para estimativas de toxicidade (Bupp Becker e Shibley, 
1998). O aparecimento de determinadas estruturas em um tempo pré-estabelecido 
foi o critério utilizado pelos pesquisadores Hamburger e Hamilton (1951) para a 
determinação dos 46 estágios do desenvolvimento de Gallus domesticus, 
correspondendo ao período de incução de 21 dias, após o qual ocorre a eclosão.  
O primeiro indício da presença de vasos sangüíneos (ilhotas sangüíneas) 
nos ovos de Gallus domesticus é observado após 24 horas de incubação (Eyal-
Giladi, 1991). As ilhotas sangüíneas consistem em agregados de células endoteliais 
que têm origem na camada germinativa intermediária do embrião (Hamburger e 
Hamilton, 1951; Valdes-Dapena e Arey, 1974). No período de 33 horas de 
incubação, estrutura-se uma rede vascular, onde veias e artérias originadas no 
coração estabelecem uma circulação vitelínica (Houillon, 1972; Valdes-Dapena e 
Arey, 1974).  
O FGFb é um indutor da angiogênese bem conhecido, que está envolvido 
também na especificação dos limites do tubo neural durante etapa final da 
indução da crista neural. Esta estrutura acompanha o crescimento embrionário ao 
longo dos domínios cefálico-caudal (Dhoot et al., 2001).  
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Capítulo 3 
Objetivos 
3.1 Objetivos Gerais 
O presente trabalho tem como objetivo comparar os efeitos da 
administração da aloína e do extrato do parênquima clorofiliano (EPC) sobre a 
viabilidade das células tumorais de melanoma da linhagem B16F10 e sobre os 
processos fisiológicos de vasculogênese e angiogênese nas membranas vitelínica 
(MV) e corioalantóicas (MC) de embriões de Gallus domesticus.  
3.2 Objetivos específicos 
Este trabalho foi organizado a partir das seguintes metas: 
• Avaliar in vitro a atividade da aloína e do EPC sobre a viabilidade das 
células de melanoma da linhagem B16F10.  
• Quantificar, via modelamento matemático, os parâmetros intrínsecos de 
toxicidade da aloína e do EPC nas culturas de células de melanoma da 
linhagem B16F10. 
• Avaliar o efeito da aloína e do EPC na formação de vasos sangüíneos 
primordiais na membrana vitelínica (MV) e na membrana corioalantóica 
(MC), caracterizando in vivo a atividade sobre os processos de 
vasculogênese e angiogênese. 
• Verificar se a aloína e do EPC exercem alterações no crescimento e na 
morfogênese embrionária (comprimento cefálico-cervical-caudal e 
percentual de comprimento encefálico). 
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Capítulo 4  
Materiais e Métodos 
4.1 Obtenção do Extrato do Parênquima Clorofiliano (EPC)  
 Folhas de Aloe barbadensis foram gentilmente cedidas pela empresa 
Naturama S.A. (Paulo Lopes, SC) através da parceria desta empresa com o Projeto 
Bioativos (Com financiamento da FINEP/SEBRAE/CNPq). Inicialmente as folhas 
foram cortadas em sua base e dispostas em um recipiente protegido da luz e do 
calor para que o EPC fosse drenado pela ação da gravidade. Após este 
procedimento, o EPC obtido foi filtrado e armazenado em recipiente âmbar, 
congelado e posteriormente liofilizado. O material foi obtido e processado no 
Laboratório de Morfogênese e Bioquímica Vegetal (FIT/CCA/UFSC).  
4.2 Aloína padrão 
A aloína utilizada foi adquirida da Fluka (06088; Rieldel-de-Haën; Seelze; 
Germany), e contém aproximadamente 99 % de aloína, sendo que as principais 
impurezas são produtos de oxidação.  
4.3 Avaliação da bioatividade in vitro 
4.3.1 Cultura de Células  
Nos ensaios in vitro foram utilizadas células tumorais da linhagem B16F10 – 
uma linhagem de melanoma espontâneo de camundongos C57BL/6 selecionadas 
por Fidler (1973). Estas células são mantidas pelo Laboratório de Farmacologia de 
Produtos Naturais, do Departamento de Farmacologia – CCB/ UFSC. A 
metodologia experimental utilizada pode ser vizualizada no fluxograma da Figura 
3. 
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Figura 3.  Metodologia aplicada na avaliação da bioatividade da aloína e do extrato 
do parênquima clorofiliano (EPC) de A. barbadensis in vitro 
 
 
 
4.3.2 Ensaio de viabilidade celular  
O protocolo utilizado neste experimento segue o que foi determinado pelo 
Órgão Internacional de Padronização (International Standard Organization -ISO 
10993), sendo que o ensaio in vitro é o primeiro teste para avaliar a bioatividade de 
qualquer substância para uso em dispositivos biomédicos. 
Células de melanoma da linhagem B16F10, na densidade de 2500 células 
por poço, foram incubadas em placas de cultura de 96 poços, contendo 100 µL por 
poço de meio Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) suplementado com 
10% de soro fetal bovino (Gibco, BRL), 2 mM de L-glutamina, 4,5 g·L-1 de glucose, 
1,5 g·L-1 de bicarbonato de sódio, 10 mL de penicilina e estreptomicina e colocadas 
em estufa com atmosfera contendo 5% de CO2, à temperatura de 37ºC. No grupo 
controle as células foram tratadas apenas com meio de cultura.  
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Após as 24 horas iniciais de incubação o meio de cultura DMEM foi 
removido e as células foram tratadas com concentrações crescentes de aloína e 
extrato do parênquima clorofiliano (EPC). As soluções foram preparadas sob 
incidência de luz de coloração vermelha, a fim de minimizar os efeitos da 
degradação da aloína e de compostos antraquinônicos fotossensíveis. Foram 
utilizadas cinco concentrações de extrato do parênquima clorofiliano (EPC) (0,01, 
0,1, 1, 10 e 100 µg·mL-1), e seis concentrações de aloína (0,01, 0,1, 1, 10, 100, e 230 
µg·mL-1), todas solubilizadas em meio de cultura DMEM.  
Após 48 horas, as soluções foram removidas dos poços e a cada poço foram 
adicionados 100 µL de uma solução 5mg.mL de reagente MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetil-tiasol-2-il]-2,5-difeniltetrazol) em meio de cultura DMEM, a fim de 
observar a atividade mitocondrial das células viáveis. As células foram novamente 
incubadas por 2,5 horas à temperatura de 37ºC. Logo após a remoção desses 
reagentes, foram adicionados 200 µL de solução dimetilsulfóxido (DMSO) por 
poço. A absorbância a 550 nm foi determinada em um leitor de microplacas 
automático. Os resultados foram expressos em absorbância relativa à máxima 
densidade óptica (D.O.) observada durante os experimentos com a aloína padrão e 
EPC, o que corresponde à mesma densidade óptica (D.O.) observada para os 
poços de solução controle. Os experimentos foram realizados no Laboratório de 
Farmacologia de Produtos Naturais (FMC/CCB/UFSC). 
4.3.3 Modelagem Matemática e Computacional 
Os resultados obtidos no grupo tratado com aloína padrão, EPC e o grupo 
controle foram representados através de um modelo matemático e seus 
parâmetros de toxicidade foram estabelecidos.  Os parâmetros de toxicidade 
foram obtidos por regressão não-linear, pelo Método de Marquardt 
(Constantinides, 1999). O modelo foi desenvolvido no Laboratório de Técnologias 
Integradas, InteLAB (EQA/CTC/UFSC), e analisado com o auxílio de programa 
escrito em MATLAB® (MathWorks Inc., Natick, MA, USA). 
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4.4 Avaliação da bioatividade in vivo 
4.4.1 Ovos de galinha embrionados da espécie Gallus domesticus 
Ovos de galinha da linhagem Ross, de tamanho padrão médio 
(aproximadamente 55 g), fertilizados e livres de patógenos específicos, foram 
fornecidos pela empresa Macedo Koerich (São José, SC), em um período de até 12 
horas após a postura. O material foi estocado por 48 horas em câmara fria (19–
20°C), até o início da incubação. Os experimentos foram realizados no Laboratório 
de Bioatividade e Morfogênese Animal (LEBIMA/BEG/CCB e FIT/CCA/UFSC). 
O esquema da metodologia utilizada para esta etapa do estudo está apresentado 
na Figura 4.  
 
 
 
Figura 4. Metodologia experimental aplicada na avaliação da bioatividade da 
aloína e do extrato do parênquima clorofiliano (EPC) de A. barbadensis in vivo.  
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4.4.2 Ensaio de vasculogênese na vesícula vitelínica do embrião de galinha 
Para avaliar a atividade da aloína e do EPC na formação de vasos 
sangüíneos foi utilizado o método da vesícula vitelínica do embrião de galinha. 
Este método foi adaptado do ensaio da membrana corioalantóica (CAM Assay), o 
qual vem sendo utilizado para avaliar a atividade angiogênica (Jakob et al., 1978; 
Mccormick et al., 1984; Crum et al., 1985; Vu et al., 1985; Peek et al., 1988; Nguyen et 
al., 1994; Dias et al., 2005). Após estocagem prévia em câmara fria, os ovos foram 
incubados em estufa (Gera-Petersime), à temperatura de 37,5°C equipada com 
ventilação forçada e controle digitalizado de umidade (33%). Após 48 horas de 
incubação (dias embrionário - E2, estágio 13-HH; Hamburger e Hamilton, 1951), 
foi efetuada uma abertura de aproximadamente 10 mm na casca. Esta abertura 
ocasiona o descolamento entre a membrana interna da casca e a membrana 
vitelínica possibilitando que o suporte seja implantado sobre esta última. Os 
tratamentos in vivo (n=8) foram realizados por meio de suportes–discóides de 
metilcelulose (1 disco/embrião), com cerca de 2 mm de diâmetro, implantados na 
vesícula vitelínica próximo ao embrião, onde ilhotas sangüíneas ainda estavam 
presentes. Soluções de aloína e de EPC foram absorvidas em suportes de 
metilcelulose e testadas em 8 concentrações (10, 20, 40, 80, 100, 160, 200, 320 
µg⋅mL-1). Para a obtenção dos suportes de metilcelulose, preparou-se uma solução 
diluída à 0,45% em água destilada estéril.  Volumes de 5 μL da solução de 
metilcelulose, isolada ou em associação com aloína ou extrato do parênquima 
clorofiliano, foram pipetadas em câmara de fluxo em uma bandeja de teflon para a 
polimerização dos discos. A avaliação da resposta pró ou anti-vasculogênica foi 
realizada sob microscópio estereoscópico (20X) e baseou-se na contagem do 
número de vasos sangüíneos que interceptam o limite do disco de metilcelulose, 
após os quatro dias de incubação correspondentes ao período total de 
experimentação (dia embrionário E4; estágio 23-HH; Hamburger e Hamilton, 
1951).  
Concluídos os procedimentos de incubação, embriões de galinha utilizados 
nos ensaios de vasculogênese foram dissecados das membranas ovulares, 
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realizou-se a biometria e mensuração do comprimento, logo após os embriões 
foram fixados em solução de Bouin. O comprimento embrionário foi expresso em 
percentagem e realizado através de medidas de comprimento corporal nos 
segmentos definidos como eixos e flexuras cefálicos – cervical – caudal como 
mostra a Figura 5.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Medidas céfálico cervical (CCV) e cervical caudal (CVC) realizados nos 
embriões da espécie G. domesticus. (Dias et al., 2005) 
 
Para permitir uma avaliação da morfogênese embrionária, a proporção 
entre as regiões anterior e posterior do embrião foi determinada como mostrado 
na Figura 5. Os eixos de comprimento entre as flexuras cefálica e cervical (CCV) e 
as flexuras cervical e caudal (CCC), foram relacionados por meio da percentagem 
de comprimento cefálico (CCV/CCC), i.e, o comprimento da região cefálica em 
relação ao comprimento total do embrião, calculada através da seguinte expressão: 
CCV/CCC: [CCV ÷ (CCV + CVC)] × 100. Os dados obtidos foram submetidos à 
analise de comparação de médias pelo teste de Tukey (P< 0,05). 
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4.4.3 Ensaio de angiogênese na membrana corioalantóica do embrião de galinha 
Para a avaliação do processo de angiogênese foi utilizado o ensaio in vivo da 
membrana corioalantóica e foi executado de acordo com procedimentos 
previamente descritos (Jakob, et al., 1978; Mccormick, et al., 1984; Crum, et al., 1985; 
Vu, et al., 1985; Peek, et al., 1988; Nguyen, et al., 1994). 
A incubação dos ovos foi feita em estufa, à temperatura de 37,5°C, equipada 
com ventilação forçada e controle digitalizado de umidade (33%) durante os oito 
dias de experimentação. O procedimento de incubação preliminar e abertura dos 
ovos foi realizado de acordo com o descrito no item 4.4.2. No sexto dia de 
incubação (dia embrionário E6; estágio 28/29-HH) os ovos foram retirados 
novemente da estufa. Os tratamentos (n=8) foram realizados por meio de 
suportes–discóides de metilcelulose, com cerca de 2 mm de diâmetro (5 µL, 1 
disco/embrião), implantados no terço externo da membrana corioalantóica, onde 
vasos capilares estavam crescendo. Soluções de aloína e EPC foram testadas em 
quatro concentrações definidas a partir dos ensaios de vasculogênese (40, 80, 160, 
320 µg⋅mL-1).  
Imediatamente após os tratamentos, as janelas na casca foram novamente 
fechadas com filme de celofane preto, e os ovos re-incubados (37,5°C) por mais 48 
horas (E8; estágio 34-HH). Concluído o período de 8 dias de incubação, os ovos 
foram retirados da estufa, e a região do disco de metilcelulose foi examinada em 
um microscópio estereoscópico. A resposta angiogênica foi determinada em 
função do número de vasos sanguíneos ao redor do disco de metilcelulose e 
expressa como percentagem de vasos no limite do disco, em relação ao controle.   
 
4.4.4 Análise de dados e estatística 
 
Em cada grupo experimental, as respostas obtidas nos grupos tratados com 
aloína e EPC foram sempre avaliados em paralelo com as respostas dos 
tratamentos como o veículo nos respectivos controles, de modo a minimizar a 
interferência de possíveis flutuações de responsividade. Os dados foram 
apresentados como médias ± E.P.M., obtidos de ao menos dois experimentos 
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independentes. As análises estatísticas foram realizadas através da ANOVA 
(análise de variância univariada), seguida do método tukey. 
As homogeneidades das variâncias e as influências de substâncias, 
concentrações, bem como de locais de tratamento (in vivo) foram testados e 
validados. Os efeitos foram considerados estatisticamente significativos para 
valores de P menores que 0,05 (*). 
 
4.4.5 Bioética 
 
   Todos os estudos envolvendo ovos embrionados de G. domesticus foram 
realizados de acordo com os procedimentos impostos pelo NIH (National Institute 
of Health), assim como pelo Guiding Principles for the Care and Use of Laboratory 
Animal e definidos no protocolo PP00069/proc.23080.028290/2006/CEUA/UFSC, 
do Comitê de Ética para o Uso de Animais em Pesquisa (CEUA / UFSC, 
Florianópolis, SC, Brazil). 
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Capítulo 5  
Resultados e Discussão 
 
5.1 Avaliação da Bioatividade in vitro 
O EPC obtido da Aloe barbadensis e a substância isolada, aloína, foram 
testados em  células de melanoma da linhagem B16F10 com o objetivo de avaliar 
preliminarmente a atividade antitumoral e/ou a citotoxicidade desses compostos. 
A Figura 6 mostra a percentagem de viabilidade celular em função das crescentes 
concentrações de aloína e EPC, após 48 horas de tratamento.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Viabilidade celular em função da concentração de aloína-padrão (0,01– 230 
µg·mL-1) (a) e extrato do parênquima clorofiliano (EPC) (0,01–100 µg·mL-1) (b). Os 
resultados foram expressos em percentagem do grupo controle (meio de cultura DMEM). 
* Diferenças significativas ao nível de P < 0,05 em relação ao grupo controle (ANOVA 
seguida do teste de Tukey). 
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Analisando os resultados apresentados na Figura 6 observa-se que a aloína 
e o EPC reduziram a percentagem de células viáveis nas concentrações de 100- 230 
µg·mL-1, respectivamente. Verifica-se que não ocorreram modificações 
significativas na percentagem de viabilidade celular nos intervalos de 
concentração de 0,01 µg·mL-1 a 10 µg·mL-1. Na concentração de 100 µg·mL-1 o EPC 
reduziu a viabilidade celular das células de melanoma da linhagem B16F10 em 
65% enquanto a aloína na mesma concentração reduziu em apenas 22%. Verifica-
se que a aloína causou a morte das células de forma estatísticamente significativa, 
em relação ao grupo controle,  na concentração de 230 µg·mL-1, reduzindo em 88% 
a viabilidade celular em relação ao controle. 
A morte celular pode ocorrer por mecanismos distintos, (Lockshin e Zakeri, 
2001), através desses resultados foi possível constatar que a aloína e de modo mais 
efetivo o EPC, provocaram a mortalidade nas células da linhagem celular em 
estudo o que indica uma ação antitumoral específica.  
 
5.1.2 Modelagem matemática 
Foi desenvolvido um modelo matemático com o propósito de estimar os 
parâmetros de toxicidade da aloína e do EPC para células de melanoma da 
linhagem B16F10, em função do aumento da concentração dos efetores (aloína e 
EPC). Embora os sistemas biológicos possam ser representados através de 
modelamento matemático computacional, como no caso de outras áreas das 
ciências, este não é um procedimento de rotina na área biológica. Os modelos 
matemáticos podem auxiliar na compreensão e interpretação dos resultados 
obtidos, e contribuir para um melhor planejamento de experimentos e otimização 
de recursos. A identificação de parâmetros relevantes pode ser uma vantagem na 
comparação entre diferentes casos ou diferentes condições de experimentação. 
A indução de morte por apoptose tornou-se o principal interesse de muitos 
estudos voltados para a quimioterapia do câncer. A apoptose é um tipo de morte 
celular caracterizada pela redução no tamanho da célula, condensação da 
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cromatina e perda da integridade da membrana plasmática, podendo acontecer 
em processos normais e fisiopatológicos (Schulze-Osthoff et al., 1994).  
Palsson e Bhatia (Palsson e Bhatia, 2004) sugerem que matematicamente o 
processo de morte celular por necrose e ou apoptose prossegue como um processo 
de primeira ordem; logo, a morte de uma população de células, X , pode ser 
descrita por uma equação do tipo: 
 
dX X
dt
α= −  (1) 
onde, α  representa a velocidade específica de morte celular. A morte celular 
específica pode ser função de vários fatores, especialmente da concentração, , de 
um dado efetor. Uma relação funcional em potencial entre a velocidade específica 
de morte celular e um efetor pode ser expressa da seguinte forma: 
c
 ( ) máx
m
cc
K c
αα = +  (2) 
em que  é um equivalente à constante de Michaelis-Menten, ou seja, o valor de 
concentração para o qual a população celular é destruída em 50%.  
mK
Analisando os pontos experimentais e considerando constante a 
sobrevivência das células para baixas concentrações do efetor, sugere-se a equação 
(3) como ponto de partida para obtenção do modelo matemático que expressa o 
comportamento dos dados experimentais: 
  
1dX
dc ac b
= − +  (3) 
Como os dados experimentais não variam no tempo e sim com a concentração, a 
equação (1) pode ser analisada da seguinte forma: rearranjando a equação (1) 
temos 
 α−=⋅ dt
dX
X
1
 (4) 
Mas 
 
dX dX dc dX dX t
dt dc dt dc dt c
Δ= ⋅ ∴ ≈ ⋅ Δ   (5) 
Logo, 
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 c
tX
dc
dX
Δ
Δ⋅⋅−= α  (6)  
Como definido anteriormente, a relação entre a velocidade específica de apoptose 
(com possível contribuição necrótica) e a concentração de um agente efetor pode 
ser representada pela equação (2). Portanto, substituindo a equação (2) na equação 
(6) temos: 
 
1 max
m
dX
X dc K c
α−⋅ = +   (7) 
Analisando a equação (7) observa-se que a  variação da absorbância (densidade 
óptica) pode ser definida como  /dy dX X= , ou seja, está relacionada com a 
variação da concentração do efetor dC   e pode ser representada da seguinte 
forma: 
 
max
m
dy
dc K c
α= − +  (8) 
Relacionando a equação (3) proposta por (Berti et al., 2007) com a equação (8), 
encontra-se como definição que 1/max aα =  e /mK b a= . 
Com base nas observações experimentais e no modelo de morte celular por 
apoptose sugerido em Palsson e Bhatia (2004), foi desenvolvido o seguinte modelo 
para a morte celular provocada pela toxicidade de aloína e de outras substâncias 
presentes no EPC de Aloe barbadensis, ao final de 48 h de exposição aos efetores: 
 max
dX
dc c Kδ
δ= −   (9) 
onde maxδ é a variação máxima da população celular (isto é, morte celular) em 
função da concentração do(s) efetor(es), expressa em densidade óptica relativa; 
Kδ é uma singularidade do modelo ( 0 c Kδ≤ < ), e representa a concentração de 
efetor para a qual ocorre 100% de morte celular. 
Utilizando-se como condição de contorno para a equação (9) os valores de 
densidade óptica relativa igual à unidade (para o qual ), que são 
correspondentes a 2.500 células de melanoma em um tempo 24 h antes do início 
dos experimentos ( t = 0), obtém-se a seguinte solução analítica: 
0c =
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 1 lnmax
cX
Kδ
δ ⎛ ⎞1= − ⋅ −⎜⎝ ⎠⎟  (10) 
As Figuras 7 e 8 mostram curvas representativas de morte celular em 
função do aumento da concentração da aloína e do EPC, respectivamente. 
 
Figura 7. Curva  representativa de morte celular em função da concentração de aloína, 
após 48 h de exposição ao efetor. Os dados experimentais representam médias de oito 
experimentos (poços) para cada condição de concentração. 
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Figura 8. Curva representativa de morte celular em função da concentração do extrato do 
parênquima clorifiliano (EPC), após 48 h de exposição. Os dados experimentais 
representam médias de oito experimentos (poços) para cada condição de concentração. 
 
 
As Figuras 7 e 8 mostram que tanto para o caso da toxicidade da aloína 
padrão quanto para o EPC da A. barbadensis, observa-se uma queda brusca no 
número de células em função de uma determinada concentração crítica do agente 
efetor. Em ambas figuras, os dados de concentração estão graficados em escala 
logarítmica. Até a concentração de 10 µg·mL-1 praticamente não foi observada 
morte celular. Contudo, é importante salientar que a densidade óptica registrada 
diz respeito ao número total de células, das quais uma fração foi oriunda de novas 
células que se originaram por proliferação a partir das células semeadas no início 
da cultura. Variações importantes de densidade óptica também ocorrerem para 
um mesmo conjunto de experimentos, isto é, nos oito poços de cada concentração 
de efetor, utilizado em cada uma das placas de 96 poços. É importante salientar 
que os desvios-padrão mostraram-se elevados, sobretudo para baixas 
concentrações das substâncias em estudo. 
 Para a obtenção dos parâmetros do modelo não foram considerados os três 
pontos experimentais iniciais, que foram tomados como constantes no intervalo 
0,01 a 10 µg·mL-1. Mesmo que as diferenças tenham ocorrido, embora não sendo 
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estatisticamente significativas, estas parecem reproduzir dinamicamente o 
compromentimento da célula em se dividir (mitoses), aumentando a densidade 
celular de forma desproporcional e refletindo ,provavelmente, nos eventos de 
proliferação celular. Isto explica, em parte, o grande desvio do parâmetro Kδ . 
Portanto, nas baixas concentrações, não foram verificados efeitos citotóxicos 
significativos produzidos pelos produtos de Aloe barbadensis testados.  
A Tabela 1 mostra os parâmetros obtidos por regressão não-linear, pelo 
Método de Marquardt (Constantinides e Mostoufi, 1999), a partir da equação (9). 
Tabela 1. Parâmetros de toxicidade celular, obtidos por regressão não-linear do modelo 
proposto, Equação (9), considerando-se constantes os valores experimentais iniciais de 
densidade óptica até a concentração de 10 µg·mL-1. 
  
Parâmetro de toxicidade * 
Efetor 
maxδ  Kδ  
Aloína padrão 0,205 ± 0,009 233 ± 9 
EPC 0,15 ± 0,09 100 ± 58 
* Os valores são reportados como a média de oito experimentos ± desvio padrão. 
Os dados da Tabela 2 representam a concentração dos efetores (aloína e 
EPC) para diferentes níveis de morte celular, expressos como percentagem do 
número de células inicialmente presentes. Esses parâmetros, juntamente com os 
parâmetros do modelo matemático proposto, podem ser utilizados como 
referência ou critério para avaliar a citotoxicidade de outros efetores. 
 
Tabela 2. Valor crítico de concentração do efetor para morte celular determinado a partir 
do modelo matemático proposto. 
% Morte 
celular 
Concentração de 
aloína, µg·mL-1 
Concentração do EPC, 
µg·mL-1  
Razão de 
Toxicidade   
(EPC/A)* 
10 157 50 3,1 
25 196 82 2,4 
50 222 97 2,3 
100 231 100 2,3 
*Os valores de razão de citotoxicidade foram calculados dividindo-se as concentrações de 
aloína e de extrato do parênquima clorofiliano. 
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Utilizando-se como critério os valores de Kδ  ou o percentual de morte 
celular total, é possível concluir que o extrato é 2,3 vezes mais citotóxico do que a 
aloína padrão utilizada. Uma vez que o EPC é constituído majoritariamente de 
aloína, e em menor grau por outras antraquinonas, assim como a aloe emodina 
(Campestrini, 2007), sugere-se que a atividade biológica do EPC, neste caso a 
indução de morte celular, se deve a um sinergismo de compostos bioativos (por 
ex., antraquinonas), mais do que o efeito de um único composto em particular, 
(Davis, 1997). Corroborando essas evidências encontra-se na literatura diversos 
relatos de que a aloe emodina isoladamente causou a morte de células de 
hepatoma humano da linhagem HepG2 (Graham et al., 2000)  e Hep3B (Kuo et al., 
2002), assim como a morte de células de carcinoma de pulmão humano da 
linhagem CH27 (Hsu et al., 1999; Shinoura et al., 1999; Lee et al., 2001), induzindo a 
fragmentação do DNA nas células tumorais (Lee et al., 2001). Além disso, Pecere e 
colaboradores (2000) relatam que a aloe emodina, por exemplo, possui toxicidade 
seletiva para tumores neuroectodérmicos, com poucos efeitos adversos em células 
normais. Por outro lado, nenhum relato sobre o efeito da aloína e do EPC sobre a 
viabilidade celular in vitro foi encontrado na literatura. Desse modo é possível que 
o pronunciado efeito do EPC na morte de células tumorais, ocorra em função da 
presença das duas principais antraquinonas (aloína e aloe emodina).  
 
 
5.2 Avaliação da bioatividade in vivo 
 
Neste estudo, inicialmente foi investigada a atividade da aloína e do EPC 
no processo de vasculogênese da membrana vitelínica (MV) de embriões de G. 
domesticus, considerando-se os eventos primordiais da vascularização. A Figura 9 
mostra a percentagem do número de vasos em função da concentração de aloína e 
do EPC no período de tratamento de quatro dias de desenvolvimento 
embrionário.  
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Figura 9. Percentagem do número de vasos em função da concentração da aloína (a) e do 
extrato do parênquima clorofiliano (EPC) (b) na vasculogênese de embriões de Gallus 
domesticus com quatro dias de desenvolvimento. * Diferenças significativas ao nível de P < 
0,05, em relação ao grupo controle (ANOVA seguido do teste Tukey). 
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Analisando a Figura 9 verifica-se que tanto a aloína como o EPC 
estimularam de forma dose dependente a vasculogênese. A Figura 9a mostra a 
percentagem do número de vasos em função da concentração de aloína. Observa-
se que enquanto o grupo controle desenvolveu uma média de 108 (100%) vasos 
vitelínicos primários no limite dos discos, os grupos tratados com aloína (80 -160 
μg·mL-1) mostraram um aumento de 119 - 154 %. Outra observação importante é 
que na maior concentração, de 160 μg·mL-1, a aloína foi significativamente mais 
efetiva (154%) que o observado nos grupos tratados com fator angiogênico FGFb 
(50ng.mL - 135% de vasos).  
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A Figura 9b mostra a percentagem do número de vasos em função da 
concentração de EPC. Analisando a Figura 9b verifica-se que enquanto o grupo 
controle desenvolveu uma média de 108 (100%) vasos vitelínicos primários no 
limite dos discos, os grupos tratados com EPC (80 - 160 μg·mL-1) mostraram até 
138% - 177%. Observa-se que na concentração de 160 μg·mL-1 o EPC foi 
significativamente mais efetivo (177%)  que o FGFb (135% de vasos). Logo, o EPC 
foi mais significativo que a aloína em relação ao estímulo à vasculogênese em 
concentrações até 100 µg·mL-1, o nível de estímulo à vasculogênese deu-se de 
forma dependente da concentração.  
Exclusivamente nas concentrações de 200 e 320 μg·mL-1, ocorreu 
mortalidade embrionária em 100% tanto para os grupos tratados com aloína, 
quanto para aqueles tratados com EPC.  
Algumas espécies de Aloe barbadensis são conhecidas por suas significativas 
propriedades cardiovasculares (Farnsworth e Thai, 1992). O processo de 
vasculogênese é importante no contexto do desenvolvimento de novas terapias 
celulares, em razão da indução da vascularização, o que poderia colaborar no 
controle de isquemias (Halliday et al., 2002), ou mesmo, na manutenção de vasos 
viáveis, em tumores, em condições próprias para veicularem quimioterápicos por 
exemplo. 
Com o objetivo de avaliar a possível influência do efeito vasculogênico da 
aloína e do EPC na morfogênese e no crescimento embrionário, foram obtidas as 
medidas de comprimento cefálico-cervical-caudal (total) dos embriões após os 
quatro dias de desenvolvimento. As Figuras 10 e 11 mostram a percentagem do 
crescimento encefálico e do comprimento total em função da concentração da 
aloína e do EPC.   
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Figura 10. Percentagem de comprimento cefálico (segmento corpóreo CCV) em função da 
concentração da aloína (a) e do extrato do parênquima clorofiliano (EPC) (b) na 
morfogênese de embriões de Gallus domesticus com quatro dias de desenvolvimento. 
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Figura 11. Percentagem do comprimento total (cefálico- cervical- caudal) em função da 
concentração de aloína (a) e do extrato do parênquima clorofiliano (EPC) (b) na biometria 
de embriões de Gallus domesticus com quatro dias de desenvolvimento. 
 
Analisando-se as Figuras 10 e 11 observa-se que a aloína e o EPC não 
exerceram modificações significativas sobre a morfogênese e o crescimento 
corporal dos embriões, respectivamente, em relação ao grupo controle. 
De acordo com Aybar e Mayor (2002) o fator angiogênico FGFb constitui 
um morfógeno que pode atuar na especificação do tubo neural de embriões de 
galinha. Esses autores afirmam que a função do FGFb está relacionada à indução 
da crista neural (um tecido cujo ritmo de diferenciação acompanha o 
desenvolvimento embrionário ao longo dos domínios cefálico e caudal). Contudo 
no presente estudo, a administração de FGFb não foi capaz de modificar o padrão 
de morfogênese expresso pela percentagem do comprimento cefálico e não 
produziu qualquer outro efeito negativo aparente sobre os embriões. Estes 
resultados indicam que a aloína e o EPC, por si só, não exerceram efeito nos 
mecanismos de crescimento embrionário e/ou que este processo é estritamente 
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regulado no organismo, como evidenciam os resultados do tratamento como o 
FGFb. 
O ensaio da angiogênese na membrana corioalantóica (MC) é um modelo in 
vivo amplamente utilizado para estudar o desenvolvimento de vasos sangüíneos a 
partir de vasos pré-existentes em embriões (Jakob et al., 1978; Mccormick et al., 
1984; Vu et al., 1985; Strick et al., 1991; Nguyen et al., 1994; Iruela-Arispe et al., 
1995). A Figura 12 mostra a percentagem do número de vasos em função da 
concentração da aloína e do EPC em embriões com oito dias de desenvolvimento.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Percentagem do número de vasos em função da concentração da aloína (a) e do 
extrato do parênquima clorofiliano (EPC) (b) na angiogênse de embriões de Gallus 
domesticus com oito dias de desenvolvimento. * Diferenças significativas ao nível de 
P<0,05, em relação ao grupo controle (ANOVA seguido do teste de Tukey). 
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Analisando a Figura 12 verifica-se que tanto a aloína como o EPC 
estimularam de forma dose dependente a angiogênese.  
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A Figura 12a mostra a percentagem do número de vasos em função da 
concentração de aloína. Observa-se ainda que enquanto o grupo controle 
desenvolveu uma média de 136 vasos (100%) nos limites dos discos implantados 
na membrana corioalantóica (MC), os grupos tratados com aloína (160 e 320 
µg·mL-1) mostraram um aumento de 121% e 131%. Além disso a aloína na maior 
concentração testada, 320 µg·mL-1 (131%) apresentou diferenças significativas em 
relação ao FGFb (158%), mas não equiparou-se ao efeito desse conhecido fator 
angiogênico, como ocorreu  na vasculogênese. 
A Figura 12b mostra a percentagem do número de vasos em função da 
concentração de EPC. Analisando a Figura 12b verifica-se que enquanto o grupo 
controle desenvolveu uma média de 136 vasos (100%) nos limites dos discos 
implantados na membrana corioalantóica (MC), os grupos tratados com EPC (160 
e 320 µg·mL-1) mostraram até 127 e 165% de indução. Observa-se que na 
concentração de 320 µg·mL-1 (165%) o EPC foi mais efetivo do que o FGFb (158%). 
Verifica-se ainda na Figura 12 que o efeito angiogênico do EPC foi significativo em 
3 das 4 concentrações testadas, enquanto que nos tratamentos realizados com a 
aloína, as respostas foram significativas em apenas 2 das concentrações. Isto 
demonstra uma maior efetividade de indução da angiogênese do EPC em relação 
a aloína. 
No todo, a Figura 12 mostra que tanto a aloína como EPC induziram de 
modo dose dependente, a formação de vasos capilares na MC, similarmente ao 
observado nos resultados do ensaio da MV (vasculogênese), como representado 
na Figura 9.  
É importante ressaltar que o efeito do FGFb (50 ng·mL-1) foi mais 
pronunciado na angiogênese (158%) do que na vasculogênese (135%). Diferenças 
significativas em relação ao FGFb (50 ng·mL-1) foram observadas quando 
comparados os efeitos da aloína e do EPC (160 µg·mL-1) na vasculogênese, 
enquanto que na angiogênese observou-se diferenças em relação ao FGFb apenas 
para a aloína (320 µg·mL-1). Esses resultados mostraram que o EPC é mais efetivo 
que a aloína na formação de vasos sangüíneos, tanto na vasculogênese como na 
angiogênese. Isto é compatível com a idéia apresentada nos resultados in vitro, de 
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que deve existir no EPC componentes com atividades pró-vasculo/angiogênica 
que atuam de forma independente ou sinergisticamente com a aloína. 
Complementando a avaliação da percentagem de vasos sangüíneos 
realizada visualmente, foram obtidas imagens fotográficas, através de microscópio 
estereoscópio, da membrana corioalantóica (MC) dos embriões com os respectivos 
tratamentos. A Figura 13 mostra as imagens obtidas experimentalmente na 
avaliação da formação de vasos sangüíneos na angiogênese da MC. 
 
Figura 13. Imagens fotográficas da MC em microscópio estereoscópico destacando 
os discos de metilcelulose (setas) e os vasos sangüíneos em magenta: a) controle 
(veículo), b)  FGFb  (controle positivo, 50ng.mL-1),c) aloína (160µg.mL-1) e d) EPC 
(160µg.mL-1). Aumento: barra (2,5mm). 
 
Avaliação quantitativa foi realizada através de análise de imagem (Image 
Tool, UTHSCSA for Windows, v.3.0). Fotografias de regiões representativas das 
amostras foram selecionadas e tratadas no software de modo a evidenciar os vasos 
em contraste com o fundo. Para isso, a tonalidade magenta foi intensificada de 
maneira análoga em todas as amostras, como mostra a Figura 13. A Figura 13a 
apresenta uma amostra controle tratada com metilcelulose (veículo) e, como 
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comparativo a Figura 13b mostra uma amostra tratada com fator de crescimento 
FGFb (controle positivo, 50ng.ml-1), evidenciando uma formação visualmente 
maior de vasos em relação ao controle. As fotografias foram então binarizadas e 
foi feita a contagem de pixels pretos (diretamente proporcional ao número de 
vasos que interceptam o limite dos implantes) revelou que houve maior formação 
de vasos nas amostras tratadas com EPC em relação ao controle e em relação aos 
grupos tratados com aloína. A Tabela 3 mostra os resultados da contagem do 
número de vasos que interceptam o limite dos discos implantados, através dois 
métodos distintos.  
 
Tabela 3: Resultados da contagem de vasos através dos métodos de análise de 
visual e por pixels.  
 
Método de contagem 
Amostra Analise de Imagem Visual 
Controle (veículo) 100% 100% 
Aloína (160µg.mL-1) 122% 121% 
Extrato (160µg.mL-1) 137% 127% 
FGFb (50ng.mL-1) 151% 158% 
 
Analisando a Tabela 3 percebe-se que os resultados obtidos pelo método de 
pixels corroboram com a contagem realizada manualmente. A contagem do 
número de vasos sangüíneos nos grupos tratados com EPC apresentou maiores 
diferenças entre os dois métodos analisados, mesmo assim confirmam os 
resultados observados e avaliados visualmente. 
Avaliando os resultados obtidos nos experimentos in vivo é possível 
averiguar que, uma vez que concentrações elevadas de aloína e EPC (maiores que 
80µg·mL-1 e menores que 200µg·mL-1)não só não provocaram qualquer dano 
aparente aos embriões, como promoveram a formação de vasos sangüíneos, 
sugerindo que o tipo de morte celular induzida sobre as células tumorais seja 
apoptótico, conforme o indicado anteriormente pelo modelo matemático 
desenvolvido.  
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Barrantes e Guinea (2003), buscando esclarecer a ação bioquímica e 
identificar os constituintes ativos das frações de A. vera, realizaram ensaios com 
colagenase microbiana de Clostridium histolyticum e com metaloproteinases de 
leucócitos humanos. Esses autores extraíram da A. vera uma fração rica em 
antraquinonas (aloína, aloesina, aloeresina, aloe emodina) que apresentou 
atividade enzimática inibitória. Para efeito de comparação, a aloína comercial foi 
igualmente avaliada e apresentou um efeito dose dependente na inibição das 
colagenases de Clostridium histolyticum (Barrantes e Guinea, 2003). Estes últimos 
autores sugerem ainda que talvez a aloína possa interagir com os sítios ativos da 
enzima, sem alterar a afinidade da mesma pelo substrato.  
Outra suposição apresentada é de que as antraquinonas presentes na fração 
da A. vera possam interagir com os íons Ca2+ diminuindo a sua disponibilidade no 
meio intracelular. Essa interação não ocorre com os sítios ativos do Zn2+ 
(Scozzafava et al., 2000; Scozzafava e Supuran, 2000a; 2000b), sendo que a aloína 
apresenta pouca atividade inibitória sobre estes íons. Os mecanismos da inibição 
da aloína sobre as metaloproteinases (MMPs) não são conhecidos, ainda que 
muitas moléculas em diferentes tipos celulares tenham sido identificados como 
alvos potenciais. No entanto, a aloína é um composto estruturalmente similar à 
tetraciclina, a qual é um conhecido inibidor de MMPs (Barrantes e Guinea, 2003). 
A doxiciclina, um derivado da tetraciclina (composto quimicamente modificado), 
exerce um potente efeito inibitório sobre as moléculas de MMPs de células de 
granulócitos humanos (Greenwald et al., 1998). O mecanismo inibitório da 
doxiciclina em moléculas de MMPs sugere que aquele fármaco interage com íons 
Zn2+ e Ca2+ nos sítios secundários de metaloproteinases, desestabilizando a 
estrutura dessa enzima (Smith et al., 1999). Os processos de formação de vasos 
sangüíneos ocorrem por meio de uma série de etapas, as quais podem ser 
divididas em: fase da desestabilização, fase da migração e proliferação e, por 
último, fase de maturação da membrana basal (Bouis et al., 2006).  
A atividade das metaloproteinases de matriz (MMPs) é auto-regulada por 
inibidores de metaloproteinases (TIMPs), sendo a expressão de MMPs e de TIMPs 
muito baixa ou mesmo ausente em tecidos normais; contudo, essa atividade é 
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incrementada (up-regulated) em situações de angiogênese tanto fisiológica como 
patológica (Brand, 2002; Bouis et al., 2006). As metaloproteinases de matriz podem 
ser bloqueadas por inibidores sintéticos (batimastat e marimastat) (Hidalgo e 
Eckhardt, 2001; Bouis et al., 2006); ainda que a inibição da angiogênese nesses 
casos tenha sido demonstrada, a inibição das metaloproteinases (MMP) pode levar 
ao aumento das metástases (Zucker et al., 2000; Kruger et al., 2001).  
Metaloproteinases podem atuar na via de ativação da angiogênese, por 
meio da remoção de fatores de crescimento angiogênicos como o FGFb, utilizado 
neste estudo, e de seus sítios de ligação na matriz (ECM). Alternativamente, 
MMPs pode exercer ação anti-angiogênica ao dificultarem a maturação dos vasos, 
lisando fatores angiogênicos ou mesmo contribuindo para a agregação de fatores 
anti-angiogênicos, como a angiostatina (Cornelius et al., 1998; Bouis et al., 2006). 
Portanto, dependendo do contexto, os inibidores de metaloproteinases como os 
TIMPs, neste caso supostamente a aloína e o EPC, poderiam mostrar tanto 
atividade anti como pró vasculo/angiogênica (Bouis et al., 2006).  
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Capítulo 6  
Conclusões e Sugestões  
 
• É possível concluir que a aloína e o EPC possuem ação antitumoral, 
contudo somente em concentrações maiores que 10 µg·mL-1.  
• O EPC mostrou-se 2,3 vezes mais efetivo em causar morte celular do que a 
aloína-padrão. O modelo matemático desenvolvido evidenciou o efeito 
citotóxico dessas substâncias, e permitiu a identificação de parâmetros 
citotóxicos. 
• O EPC foi mais efetivo que a aloína em promover a formação de vasos 
sangüíneos iniciais (vasculogênese) na membrana vitelínica (MV) de 
embriões com quatro dias de desenvolvimento, apresentando indução 
superior à do FGFb. 
• O EPC e a aloína promoveram a angiogênese na membrana corioalantóica 
(MC) de embriões com oito dias de desenvolvimento. Por outro lado o EPC 
foi mais potente que a aloína em transpor o efeito do FGFb.  
• Alterações aparentes na morfogênese dos embriões tratados com aloína e 
EPC não foram observadas, o que mostra a ausência de embriotoxicidade 
dessas substâncias. 
• O EPC e a substância isolada, aloína, mostraram efeito inibitório 
especificamente sobre células tumorais, enquanto promoveram a 
proliferação e migração de células normais, com base no estímulo 
verificado sobre a formação de vasos sangüíneos. Isso sugere que a morte 
celular dos ensaios in vitro tenha ocorrido por apoptose.  
• O efeito mais pronunciado do EPC tanto nos ensaios in vitro como nos in 
vivo sugere que algum composto ativo presente no EPC esteja agindo 
sinergisticamente com a aloína. 
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Sugestões para trabalhos futuros 
• Estudos com culturas de células endoteliais e explantes de cordão umbilical 
humano in vitro devem ser realizados para avaliar a toxicidade da aloína e 
do EPC em cultura de células não tumorais avaliando também o efeito 
desses compostos sobre a migração e proliferação celular in vitro. 
• Ensaios de biologia molecular podem auxiliar e ampliar os conhecimentos a 
respeito do padrão de expressão proteica nas células em contato com os 
compostos testados, sendo que poderão ser identificadas mudanças na 
expressão de proteínas. 
• Pesquisas com o objetivo de incorporação desses compostos em scaffolds bi 
e/ou tridimensionais devem ser realizadas visando a obtenção de 
implantes farmacologicamente ativos.  
• Determinações através de um modelo matemático os parâmetros que 
expressem o comportamento da aloína e do EPC na formação de vasos 
sanguíneos. 
• Ensaios in vitro que determinem a forma, a porosidade e a estrutura tubular 
dos vasos sangüíneos induzidos pela aloína e o EPC devem ser realizados 
para confirmar se os vasos formados apresentam capacidade suficiente para 
suportar o fluxo contínuo de sangue em seu interior, para que os 
medicamentos cheguem até a enfermidade de forma confiável. 
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ANEXO 
 
O modelo matemático proposto por Palsson & Bhatia (2004) para morte 
celular de uma população de células é representado pela equação 1: 
 
X:
dt
dX α−     ( 1) 
 
Onde:  
X: população de células 
α: velocidade específica de morte celular 
t: tempo 
A equação 2 proposta por Palsson e Bhatia (2004) representa a velocidade 
específica de morte celular causada pela variação na concentração de um efetor 
(fármaco, substância, composto). 
 
Ckm
C.:)C( máx+
αα    (2) 
Onde:  
Km: O valor da concentração para a qual a população celular é destruída em 50%. 
 
A equação 3 representa o comportamento das células de melanoma 
(linhagem B16F10) na presença de aloína e EPC como agentes efetores de morte 
celular. 
 
baX
1:
dX
dy
+
−   (3) 
 
Onde:  
y: população de células 
X: concentração relativa (C/Co) 
 
Rearranjando o modelo de morte celular proposto nas equações 1 e 2  
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 Ckm
C
t.C.
:
dC
dX.
dX
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0C
48:
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Ckm
:
dC
dX.
X
1 máx
+
−α (4) 
 
Através da equação 1 percebemos que: 
α−:
dt
dX.
dX
1  (5) 
Sendo que dX.
X
1  é proporcional à velocidade específica de morte celular. Como 
mostrado abaixo: 
dX.
X
1:dy
dt.
dt
dX.
dX
1dy
dt
dX.
X
1
dt
dy
∝
∝
 
Logo a equação 4 pode ser escrita da seguinte forma: 
Ckm
:
dC
dy máx
+
−α  (6) 
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Desta forma relacionando-se a equação 3 com a equação 6 obtêm-se: 
baX
1:
dX
dy
+
− (3) 
Onde  
máx
1:a α    e    máx
km:b α     e    km:a
b  
Integrando a equação 3: 
( ) ( )[ ]baXlnbaXln
a
1y:y
baX
dX
a
1:dy
baX
dX:dy
00
y
y
X
X0 0
+−+−
∫ ∫ +
−
+
−
   
⎥⎦
⎤⎢⎣
⎡
⎟⎟⎠
⎞
⎜⎜⎝
⎛
+
+−
baX
baXln
a
1y:y
0
0
    
Assumindo que: 
máx
máx
1:a
k:
a
b
k:b
δ
δ
δ
δ
−
−  
 
Substituindo  
dy:dX    e    dX:dC 
 
O modelo proposto pode ser escrito da seguinte forma: 
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Ck
:
dC
dX máx
−
−
δ
δ  (8) 
 
 
Integrando-se a equação 8 e substituindo as cosiderações, obtemos o modelo 
matemático que representa a morte das células de melanoma (linhagem B16F10), 
tratadas com diferentes doses de aloína e EPC provenientes da Aloe vera: 
 
(9) 
 
⎟⎟⎠
⎞
⎜⎜⎝
⎛ −− 1
k
Cln.1:X máx
δ
δ
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